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RESUMO DO PROJETO

Introducdo: A insuficiéncia cardiaca (IC) caracteriza-se, clinicamente, por reducdo da
capacidade para exercicios fisicos e atividades cotidianas. A IC pode ser decorrente de
doencas tais como hipertensdo arterial, infarto do miocéardio, valvulopatias e
miocardiopatias. Sobrecargas hemodinamicas crénicas produzidas por essas doencas
induzem alteracBes génicas, moleculares, celulares e intersticiais que se manifestam
clinicamente como modificagdes no tamanho, forma e funcdo do coragéo, cujo processo
é denominado remodelamento cardiaco. Essas sobrecargas podem gerar mudancas na
arquitetura do colageno, favorecer a fibrose, bem como o desbalanco entre a producéo de
espécies reativas de oxigénio e a capacidade antioxidante. AlteracGes dessas vias
contribuem para o processo de remodelamento cardiaco, levando a piora do quadro
clinico da IC. Devido a elevada morbidade e mortalidade por IC, h& grande interesse no
desenvolvimento de novos medicamentos para atenuar o remodelamento cardiaco que
ocorre durante a progressdo da doenca. O inibidor da proteina cotransportadora de sodio-
glicose tipo 2 (SGLT2), utilizado no tratamento do diabetes mellitus, tem demonstrado
efeito cardioprotetor, porém os mecanismos pelos quais promove beneficios ao coracéo
ainda ndo estdo esclarecidos. Dessa forma, o objetivo desse estudo é avaliar a influéncia
do inibidor da SGLT2 empagliflozina na inflamacéo, hipertrofia, estresse oxidativo e
metabolismo energético no miocardio de ratos com IC induzida por estenose adrtica; e
observar os efeitos na situacdo de estresse oxidativo em mioblastos cultivados em
culturas. Métodos: Apds 18 semanas de indugdo de estenose aortica, foram constituidos
quatro grupos experimentais de ratos Wistar machos: sham (Sham, n=15); sham +
empagliflozina (Sham-Emp, n=15); estenose aortica (EAO, n=25); estenose aortica +
empagliflozina (EAO-Emp, n=25). Os ratos pertencentes aos grupos Sham-Emp e EAO-
Emp receberam, diariamente, empagliflozina na concentracdo de 10 mg/kg/dia
adicionada a racdo, durante 8 semanas. A avaliacdo estrutural e funcional in vivo do
coracdo foi realizada por ecocardiograma. Amostras de tecido do ventriculo esquerdo
foram obtidas para analises bioquimicas, histoldgicas e moleculares. In vitro, células
HOC2 foram induzidas ao estresse oxidativo por H20> e tratadas com empagliflozina.
Apos o tratamento, foram submetidas a analises de imunofluorescéncia (Nfr2) e Western
blotting (catalase, superoxido dismutase, glutationa peroxidase, ERK, p38, JNK, p65 e
IkB). As comparacBes entre os grupos foram realizadas por andlise de variancia
(ANOVA) complementada pelo teste de Bonferroni (distribuicdo normal), ou o teste de
Kruskal-Wallis complementado pelo teste de Dunn (distribuicdo ndo normal). Os
resultados sao discutidos no nivel de significancia de 5%.



RESULTADOS

Para a constituicdo dos grupos nesse estudo foram utilizados 200 ratos Wistar
(animais normotensos). Durante o procedimento de cirurgia de estenose aortica e no
periodo de 18 semanas pds-cirurgia, 115 animais morreram representando mortalidade de
57,5% dos animais. O periodo de tratamento foi iniciado com 85 animais, divididos em
sham (Sham, n=15), sham + empagliflozina (Sham-Emp, n=16), estenose adrtica (EAO,
n=27) e estenose adrtica + empagliflozina (EAO-Emp, n=27). Ao final do experimento,
0S grupos controles ndo apresentaram mortalidade de animais. O grupo EAQ apresentou
mortalidade de 9 animais e o grupo EAO-Emp de 3 animais. Dois animais do grupo EAO
foram excluidos, pois ndo tinham estenose da aorta.

A frequéncia de sinais de insuficiéncia cardiaca (IC) apresentada pelos grupos esta
apresentada na Tabela 1. O grupo EAO apresentou maior porcentagem de ascite e
congestdo hepatica em comparacdo ao grupo EAO-Emp. Os animais controles nédo
apresentaram nenhum sinal de IC. Esses dados sugerem possivel efeito protetor da

empagliflozina em reduzir a frequéncia de sinais de IC.

Tabela 1: Frequéncia de sinais de insuficiéncia cardiaca (IC)
EAO EAO-Emp

Sinais de IC (n=16) (n=24)
Ascite (%) 87,5 29,2*
Derrame pleural (%) 53,3 33,3
Taquipneia (%) 62,5 37,5
Trombo em atrios (%) 56,3 50,0
Congestao hepatica (%) 62,5 20,8*

Dados expressos em porcentagem (%). EAQ: grupo de animais com estenose aortica. EAO-Emp: grupo de
animais com estenose adrtica tratados com empagliflozina. *: p<0,05 vs. EAO (teste de Goodman).

Avaliacdo Ecocardiogréafica

O ecocardiograma foi utilizado para avaliar as varidveis estruturais e funcionais
do coracdo. O exame foi realizado antes do inicio do tratamento com empagliflozina para
assegurar distribuicdo homogénea dos ratos entre os grupos. Os dados iniciais estdo
descritos nas Tabelas 2, 3 e 4. Os parametros estruturais (Tabela 2) mostram aumento das
variaveis DDVE, EDPP, AO, AE, AE/AO, DDVE/PC, AE/PC, MVE, IMVE, Esp. Rel.
VE e diminui¢cdo do PC nos grupos com estenose em comparagdo com 0s respectivos
controles. Nas variaveis funcionais (Tabelas 3 e 4) os animais com estenose apresentaram
comprometimento da fungdo sistolica do ventriculo esquerdo em relacdo aos seus

respectivos controles (variaveis VEPP e S’ média), ¢ aumento da E mitral, E/A e
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E/E’média e diminuicdo da A mitral e do TRIV em relacdo aos respectivos controles,
sugerindo comprometimento também da funcgéo diastolica.

Os dados expressos nessas tabelas mostram que cirurgia de estenose aortica foi
eficaz em causar alteracdes nos parametros estruturais e funcionais do coracdo, sendo

considerado um importante modelo para o estudo da IC.

Tabela 2: Andlise ecocardiografica inicial dos pardmetros estruturais do coracao

Variaveis Sham (n=15)  Sham-Emp (n=16) EAO (n=26) EAO-Emp (n=25)
PC (9) 463 £ 53 457 £ 44 418 + 31* 418 + 50#

FC (bpm) 269 + 17 271 +21 279 £ 31 272 +28
DDVE (mm) 8,16 £ 0,62 8,21 +0,50 8,73+ 0,99* 8,75+ 0,85#
DSVE (mm) 4,15(3,69-4,48) 4,15(3,80-4,47) 4,63(3,94-5,16) 4,77 (3,55 - 5,56)
EDPP (mm) 1,41 (1,39-1,47) 145(1,41-1,49) 2,28(2,16-2,42)* 2,28 (2,16 - 2,39)#
AO (mm) 3,88+0,18 3,94+0,12 4,01 +0,20* 4,10 + 0,20#
AE (mm) 5,47 (5,26 -5,69) 5,47 (5,27 -5,69) 8,61 (7,87 -9,20)* 8,54 (7,45 - 8,96)#
AE/AO 1,41(1,37-1,45) 1,43(1,33-1,45) 2,12(1,99-2,32)* 2,06 (1,79 - 2,23)#
DDVE/PC (mm/kg) 17,7+1,69 18,1+151 21,0 +£2,82* 21,2 +3,37#
AE/PC (mm/kg) 12,0+ 1,06 12,2+1,10 20,1 + 3,06* 20,0 + 3,74#

MVE (g) 0,79(0,70-0,90) 0,86 (0,82-0,91) 1,80 (1,51 - 2,05)* 1,76 (1,51 - 2,02)#
IMVE (g/kg) 1,77 (1,62-1,99) 1,87 (1,73-1,97) 4,27 (3,68 -4,97)* 4,05 (3,55 - 4,98)#
Esp. Rel. VE 0,34(0,34-0,37) 0,35(0,34-0,37) 0,52 (0,50 - 0,55)* 0,54 (0,49 - 0,57)#

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25 e 75. Sham-Emp: grupo controle
tratado com empagliflozina; EAO: grupo com estenose adrtica; EAO-Emp: grupo com estenose adrtica
tratado com empagliflozina; PC: peso corporal; FC: frequéncia cardiaca; DDVE: didmetro diastolico do
ventriculo esquerdo (VE); DSVE: didmetro sistolico do VE; EDPP: espessura diastélica da parede posterior
do VE; AO: didmetro da aorta; AE: didmetro do &trio esquerdo; MVE: massa do VE; IMVE: MVE/PC;
Esp. Rel. VE: espessura relativa do VE. *: p<0,05 vs. Sham; #: p<0,05 vs. Sham-Emp (ANOVA ou
Kruskal-Wallis).

Tabela 3: Avaliacdo da funcdo sistolica e do desempenho miocardico do ventriculo
esquerdo por ecocardiograma no inicio do experimento

Sham (n=15) Sham-Emp (n=16)
50,2 (47,4 - 52,7) 49,9 (46,1 - 53,5)
41,9 (37,3 - 44,9) 417 (37,6 - 45,2)

S’ média (cm/s) 3,30 (3,00 - 3,40) 3,45 (3,09 - 3,50) 2,70 (2,35-2,95)* 2,65 (2,35 - 2,95)#

indice de Tei 0,45 £ 0,04 0,45 0,04 0,46 £0,10 0,43 £0,07
Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25 e 75. Sham-Emp: grupo controle
tratado com empagliflozina; EAO: grupo com estenose adrtica; EAO-Emp: grupo com estenose adrtica
tratado com empagliflozina; % Enc. Endo: % de encurtamento endocardico; VEPP: velocidade de
encurtamento da parede posterior; S’ média: média das velocidades maximas de deslocamento das paredes

lateral e septal do anel mitral avaliada por Doppler tissular; indice de Tei: indice de performance
miocardica. *: p<0,05 vs. Sham; #: p<0,05 vs. Sham-Emp (ANOVA ou Kruskal-Wallis).

Variaveis
% Enc. Endo
VEPP (mm/s)

EAO (n=26)
48,4 (43,6 - 51,8)
28,9 (25,0 - 32,9)*

EAO-Emp (n=25)
451 (39,8 - 54,1)
29,3 (26,1 - 36,4)#
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Tabela 4: Avaliagdo da funcdo diastdlica do ventriculo esquerdo por ecocardiograma no
inicio do experimento

Variaveis

Sham (n=15)

Sham-Emp (n=16)

EAO (n=26)

EAO-Emp (n=25)

E mitral (cm/s)
A mitral (cm/s)
E/A

TRIV (ms)

E’ média (cm/s)
E’ lateral (cm/s)
E’ septal (cm/s)
E/E’ média

A’ média (cm/s)
A’ lateral (cm/s)
A’ septal (cm/s)

E> média/A’ média

78,7579
45,0 (38,0 - 47,0)
1,87 (1,68 - 2,08)
26,0 (24,0 - 26,0)
3,83+043
3,85+ 0,44
3,81 0,62
20,0 (19,0 - 22,4)
2,85 (2,65 - 3,75)
2,90 (2,80 - 3,80)
2,70 (2,40 - 3,70)
1,29+0,32

7824753
47,0 (40,2 - 52,0)
1,60 (1,49 - 1,93)
26,0 (24,0 - 27,5)
3,89+0,33
3,88+ 0,47
3,90+0,33
20,0 (18,9 - 22,3)
2,95 (2,72 - 3,22)
3,10 (2,90 - 3,77)
2,80 (2,42 - 3,12)
1,30 + 0,27

119 + 26,3*
24,0 (20,0 - 39,0)
5,00 (2,57 - 5,97)*
19,0 (18,0 - 22,5)*
3,86 +0,72
4,17 +0,97
3,56 + 0,62
30,0 (26,9 - 35,5)*
2,50 (2,35 - 2,95)
2,55 (2,12 - 3,45)
2,40 (2,20 - 3,20)
1,54 +0,51

113+ 27,2#
24,0 (19,0 - 47,7)#
5,68 (1,87 - 7,26)#
20,0 (18,0 - 26,0)#
3,00 +0,71
4,18 +1,04
3,62 + 0,69
27,9 (24,9 - 32,2)#
2,65 (2,50 - 3,65)
3,10 (2,55 - 4,20)
2,70 (2,10 - 3,40)
1,37 £0,45

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25 e 75. Sham-Emp: grupo controle
tratado com empagliflozina; EAO: grupo com estenose adrtica; EAO-Emp: grupo com estenose adrtica
tratado com empagliflozina; E: pico de velocidade do fluxo de enchimento inicial; A: pico de velocidade
do fluxo de enchimento tardio; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; E’: pico de velocidade de
deslocamento diastélico inicial do anel mitral; A’: pico de velocidade de deslocamento diastélico tardio do
anel mitral. *: p<0,05 vs. Sham; #: p<0,05 vs. Sham-Emp (ANOVA ou Kruskal-Wallis).

A avaliacdo ecocardiografica realizada ao final do periodo experimental esta
apresentada nas Tabelas 5, 6 e 7. Na Tabela 5 sdo apresentadas as variaveis estruturais do
coracdo. Os grupos com estenose aortica apresentaram maior DDVE, DSVE, EDPP, AE,
AE/AQ, DDVE/PC, AE/PC, MVE, IMVE e espessura relativa do VE em comparacao aos
respectivos controles. O PC foi menor no grupo Sham-Emp em comparag¢ao com o0 grupo
Sham. O grupo EAO-Emp apresentou menores valores de DDVE, DSVE, AE,
DDVE/PC, MVE e IMVE em comparacdo com o grupo EAO. A variaveis FC e AO nédo
apresentaram diferenca entre 0s grupos.

A Tabela 6 apresenta os dados da func¢do sistolica do VE. Os grupos com estenose
adrtica apresentaram valores menores das variaveis % Enc. Endo, VEPP e S* média em
comparacgado aos respectivos controles. O indice de Tei ndo apresentou diferenca entre 0s
grupos. O S’ média foi maior no grupo EAO-Emp em comparagdo com o grupo EAO.

A Tabela 7 mostra os dados obtidos da avaliacdo da funcdo diast6lica do VE. Os
grupos com estenose adrtica apresentaram valores maiores das variaveis E mitral, E/A e
E/E’ média, e menores das varidveis A mitral, TRIV, A’ média, A’ lateral e A’ septal em
comparacéo aos respectivos controles. O grupo EAO apresentou menor valor da variavel
E’ septal em comparagdo com o controle. O grupo EAO-Emp apresentou maior valor das
variaveis TRIV, A’ média e A’ septal, ¢ menor valor da varidvel E/E’ média em
comparag¢do com o grupo EAO. As variaveis E’ média, E’ lateral e a relacdo E’ média/A’

média ndo apresentaram diferencas entre 0s grupos.
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Os animais doentes que receberam a empagliflozina demonstraram ter melhora
nos parametros estruturais, tanto em valores absolutos como normalizados pelo peso
corporal. Além disso, houve melhora importante na fungdo diastolica avaliada pelo

Doppler tissular.

Tabela 5: Andlise ecocardiogréafica final dos parametros estruturais do coracdo

Sham Sham-Emp EAO EAO-Emp
Variaveis (n=14) (n=14) (n=16) (n=17)
PC (g) 509 + 67 467 + 44* 452 + 29* 454 + 35
FC (bpm) 258 + 23 246 + 32 246 +21 253 + 32
DDVE (mm) 8,39 £ 0,57 8,25+ 0,38 9,80 + 0,53* 9,08 +0,87%¢
DSVE (mm) 4,24 + 0,68 4,19 £ 0,57 5,72+ 0,74* 5,09 + 1,08
EDPP (mm) 1,37 (1,37-1,44) 1,41(1,37-1,43) 2,30(2,20-2,44)* 2,16 (2,12 - 2,26)*
AO (mm) 4,01(3,99-4,22) 4,10(3,94-4,17) 4,10(3,94-4,15) 3,94(3,94-4,13)
AE (mm) 5,68 + 0,40 5,64 + 0,32 9,67 + 1,00* 8,97 + 1,36
AE/AO 1,39 £ 0,09 1,38 £ 0,09 2,39 +0,26* 2,23 +0,36%
DDVE/PC (mm/kg) 16,7 £ 2,36 178+£1,79 21,8+ 1,77* 20,1 + 1,42%
AE/PC (mm/kg) 11,3+1,35 12,1+ 1,05 21,4 +2,34* 19,9 + 3,41*
MVE (g) 0,85+£0,11 0,82 £ 0,07 2,19+0,27* 1,76 + 0,34%
IMVE (g/kg) 1,68 +0,25 1,77+ 0,24 4,86 +0,70* 3,90 + 0,76
Esp. Rel. VE 0,33+0,03 0,34 +0,02 0,48 + 0,03* 0,48 + 0,04*

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25 e 75. Sham-Emp: grupo controle
tratado com empagliflozina; EAO: grupo com estenose adrtica; EAO-Emp: grupo com estenose adrtica
tratado com empagliflozina; PC: peso corporal; FC: frequéncia cardiaca; DDVE: didmetro diastolico do
ventriculo esquerdo (VE); DSVE: didmetro sistolico do VE; EDPP: espessura diastélica da parede posterior
do VE; AO: didametro da aorta; AE: didmetro do atrio esquerdo; MVE: massa do VE; IMVE: MVE/PC,;
Esp. Rel. VE: espessura relativa do VE. *: p<0,05 vs. Sham; #: p<0,05 vs. Sham-Emp; 8: p<0,05 vs. EAO
(ANOVA ou Kruskal-Wallis).

Tabela 6: Avaliacdo da funcdo sistolica e do desempenho miocardico do ventriculo
esquerdo por ecocardiograma ao final do experimento

Variaveis Sham (n=14)  Sham-Emp (n=14) EAO (n=16) EAO-Emp (n=17)
% Enc. Endo 49,7 £5,77 49,3 +5,33 41,8 £ 5,30* 44,4 +7,77*
VEPP (mm/s) 41,5 +5,33 39,4 +4,17 26,9 + 3,32* 27,2 + 4,617
indice de Tei 0,48 + 0,06 0,48 + 0,07 0,54 + 0,09 0,50+0,11

S’ média (cm/s) 3,42+0,31 3,12 £ 0,44* 2,42 +£0,34* 2,68 + 0,308

Valores expressos em média e desvio padrdo. Sham-Emp: grupo controle tratado com empagliflozing;
EAO: grupo com estenose adrtica; EAO-Emp: grupo com estenose adrtica tratado com empagliflozina; %
Enc. Endo: % de encurtamento endocardico; VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior; indice
de Tei: indice de performance miocardica; S’ média: média das velocidades maximas de deslocamento das
paredes lateral e septal do anel mitral avaliada por Doppler tissular. *: p<0,05 vs. Sham; #: p<0,05 vs.
Sham-Emp; 8: p<0,05 vs. EAO (ANOVA ou Kruskal-Wallis).
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Tabela 7: Avaliagdo da funcdo diastélica do ventriculo esquerdo por ecocardiograma ao
final do experimento

Sham Sham-Emp EAO EAO-Emp
Variaveis (n=14) (n=14) (n=16) (n=17)
E mitral (cm/s) 81,0(72,0-86,8) 77,0(71,6-81,8) 133 (123-137)* 118 (103 - 135)*
A mitral (cm/s) 475(42,5-555) 51,5(39,3-58,3) 17,0(15,3-24,8)* 17,0 (15,0 - 34,0)*

E/A 156 (1,45-1,99) 159(1,31-1,91) 7,64(539-9,10)* 6,77 (3,03 - 9,33)*
TRIV (ms) 28,6 +2,28 29,8 + 3,04 18,9 + 2,59* 22,9 +5,02
E’ média (cm/s) 3,42+0,31 3,12+ 0,44 2,42 +0,34 2,68 +0,30

E’ lateral (cm/s) 3,98 + 0,37 3,79+0,58 4,19 +0,68 4,04+1,10

E’ septal (cm/s) 4,24 + 0,57 3,99+0,75 3,48 +0,64* 3,75+0,85
E/E’ média 19,6 + 2,76 19,9+2,92 35,0+ 7,15* 30,7 + 4,847
A’ média (cm/s) 3,47+ 0,45 3,63+0,80 2,45+ 0,41* 2,98 + 0,75
A’ lateral (cm/s) 3,81+ 0,62 3,59+0,88 2,73+ 0,68* 3,04 £0,76*
A’ septal (cm/s) 3,42+ 0,55 3,66 £ 0,93 2,16 £ 0,50* 2,92 + 0,89

E’ média/ A’ média 1,30(1,04-1,34) 1,08(092-1,29) 157(1,30-1,89) 1,35(0,94-1,80)
Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25 e 75. Sham-Emp: grupo controle
tratado com empagliflozina; EAO: grupo com estenose adrtica; EAO-Emp: grupo com estenose adrtica
tratado com empagliflozina; E: pico de velocidade do fluxo de enchimento inicial; A: pico de velocidade
do fluxo de enchimento tardio; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; E’: pico de velocidade de
deslocamento diastolico inicial do anel mitral; A’: pico de velocidade de deslocamento diastolico tardio do
anel mitral. *: p<0,05 vs. Sham; #: p<0,05 vs. Sham-Emp; 8: p<0,05 vs. EAO (ANOVA ou Kruskal-Wallis).

Parametros corporais

A Tabela 8 mostra as varidveis corporais e cardiacas dos quatro grupos. As
variaveis VE, VE/PC, VD, VD/PC, étrios, atrios/PC, e as relaces de peso Umido e peso
seco do VE, VD, étrios e figado foram maiores nos grupos com estenose adrtica em
comparagdo com os respectivos controles. O grupo EAO-Emp apresentou menor valor da
relacdo do peso Umido e peso seco do VE em comparagdo com o grupo EAO. A relacdo
peso Umido e seco do pulmao ndo apresentou diferenca entre os grupos. Os pesos das
estruturas cardiacas confirmam os achados ecocardiograficos de hipertrofia nos grupos
doentes, no entanto, o tratamento com a empagliflozina somente influenciou

positivamente a relacdo peso imido e seco do VE.
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Tabela 8. Parametros corporais e cardiacos dos animais

Sham Sham-Emp EAO EAO-Emp

(n=15) (n=16) (n=16) (n=24)
VE (g) 0,96 +0,11 0,92 +0,09 1,64 = 0,20* 1,58 + 0,14%
VE/PC (g/kg) 1,97 + 016 2,05+0,12 3,80+0,41* 3,79 £ 0,39%
VD (9) 0,23(0,21-0,26) 0,22 (0,20-0,25) 0,51 (0,44 -0,57)* 0,45 (0,36 - 0,50)*
VD/PC (g/kg) 0,49 (0,44-0,55) 0,49(0,45-0,55) 1,15(1,08-1,34)* 1,10(0,91-1,24)*
Atrios (g) 0,10(0,09-0,12) 0,10(0,09-0,12) 0,38 (0,28 - 0,44)* 0,32 (0,25 - 0,39)*
Atrios/PC (g/kg) 0,21 (0,19-0,24) 0,22 (0,21-0,24) 0,91 (0,65-0,99)* 0,77 (0,63 - 1,03)*

VE Umido/seco
VD (mido/seco
Atrios tmido/seco

Pulmé&o Umido/seco

Figado imido/seco

3,81+0,32
4,16 (4,06 - 4,25)
4,28 +0,48
4,56 (4,45 - 4,77)
3,05 (3,00 - 3,11)

3,90 0,38
4,15 (4,08 - 4,25)
4,13 + 0,40
4,62 (4,50 - 4,66)
3,08 (2,99 - 3,10)

4,38 +0,16*
4,54 (4,49 - 4,60)*
4,73 +0,30%
4,73 (4,58 - 4,94)
3,18 (3,07 - 3,28)*

4,17 + 0,33%
4,47 (4,17 - 4,56) *
4,66 + 0,39*
4,66 (4,45 - 4,78)
3,16 (3,11 - 3,25)*

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25 e 75. Sham-Emp: grupo controle
tratado com empagliflozina; EAO: grupo com estenose adrtica; EAO-Emp: grupo com estenose adrtica
tratado com empagliflozina; PC: peso corporal; VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito. *: p<0,05
vs. Sham; #: p<0,05 vs. Sham-Emp; §: p<0,05 vs. EAO (ANOVA ou Kruskal-Wallis).

Marcadores de estresse oxidativo, inflamagéo e hipertrofia

A Tabela 9 apresenta os dados de carbonilacdo de proteinas e malondialdeido
(MDA) no plasma dos animais. O MDA é um marcador de estresse oxidativo produzido
quando espécies reativas causam danos aos lipideos. A carbonilacdo € um dano que ocorre
em alguns aminoacidos de proteinas. Ndo foram encontradas diferencas significantes
entre 0s grupos nesses marcadores de estresse oxidativo.

As Tabelas 10, 11 e 12 apresentam os dados de expressdo proteica no miocéardio.
As proteinas calcioneurina, cicloxigenase-2, BNP, NFAT, TNF-alfa e iNOS néo
apresentaram diferenca entre os grupos. A expressdo da interleucina-6 foi maior nos
grupos com estenose adrtica em comparagdo com 0s respectivos controles. A
interleucina-6 e a cicloxigenase-2 estéo relacionadas com a inflamacéo.

A via das MAPK e NF-kB esta envolvida na hipertrofia patoldgica decorrente de
sobrecarga de pressao. Induz mudancas intracelulares, promove crescimento, apoptose,
inflamacdo e transformacéo celular. As proteinas da via das MAPK (JNK, p38 e ERK)
néo apresentaram diferencgas entre os grupos nas formas fosforiladas e totais. Em relagdo
a via do NF-kB apenas a expressdo da p65 total foi maior no grupo EAO em relagdo ao
Sham. A expresséo proteica do IkB, fosforilada e total, e a p65 fosforilada ndo foi

diferente entre os grupos.
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Tabela 9: Marcadores de estresse oxidativo no soro

Sham Sham-Emp EAO EAO-Emp
Variaveis (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Carbonilagéo de proteinas 152 + 30,3 160 + 17,9 166 + 20,2 168 21,4
(nmol/mg proteina)
Malondialdeido ("nmol/mg ;534050  151+027  155+016  1,67+030

proteina)

Valores expressos em média e desvio padrdo. Sham-Emp: grupo controle tratado com empagliflozina;
EAO: grupo com estenose adrtica; EAO-Emp: grupo com estenose adrtica tratado com empagliflozina.
(ANOVA).

Tabela 10. Expressao proteica no miocardio
Sham (n=7)  Sham-Emp (n=7)

EAO (n=7)  EAO-Emp (n=7)

Calcioneurina 0,88 (0,67 - 1,61) 0,92 (0,31 -1,24) 0,80 (0,23 - 1,61) 0,38 (0,27 - 0,43)

Cicloxigenase 2 1,00 £ 0,50 1,20+ 0,72 1,14 £ 0,58 1,32 £ 0,86
BNP 1,00 + 0,56 0,98 £0,44 0,95 + 0,60 0,79+ 0,29
TNF-alfa 1,00 £ 0,49 1,74+ 1,09 1,75+ 1,39 1,26+ 0,79
NEAT 1,00 + 0,47 1,02 +0,32 1,00 + 0,48 0,84 + 0,39
Interleucina-6 1,00 + 0,74 1,57 +0,99 2,14 +1,33* 2,93 +0,89#

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25 e 75 (unidade arbitraria). Sham-
Emp: grupo controle tratado com empagliflozina; EAQO: grupo com estenose adrtica; EAO-Emp: grupo com
estenose adrtica tratado com empagliflozina (ANOVA ou Kruskal-Wallis).

Tabela 11. Expressdo proteica da via das MAPK no miocardio

Sham Sham-Emp EAO EAO-Emp
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
INK Fosforilada 1,07 (0,70 -1,41) 1,08 (0,73-1,42) 0,97 (0,64-1,46) 0,81 (0,42 - 1,10)
Total 1,00+ 0,37 1,02 + 0,53 0,82+0,34 0,69 £ 0,33
38 Fosforilada 1,00 £ 0,69 0,96 + 0,53 0,81+0,54 0,62 +0,21
P Total 1,00+ 0,30 0,85+ 0,49 1,36 +1,52 1,05 + 20,45
Fosforilada 1,00 £ 0,36 0,85+ 0,29 0,83+0,24 0,90 + 0,23
ERK

Total  1,02(0,71-132) 1,32(0,75-1,75) 1,15(0,65-1,63) 0,74 (0,56 - 0,94)

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25 e 75 (unidade arbitraria). Sham-
Emp: grupo controle tratado com empagliflozina; EAO: grupo com estenose adrtica; EAO-Emp: grupo com
estenose adrtica tratado com empagliflozina (ANOVA ou Kruskal-Wallis).
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Tabela 12. Expressdo proteica da via do NF-kB no miocéardio

Sham Sham-Emp EAO EAO-Emp
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
pe5  Fosforilada 1,00 £ 0,79 0,87 + 0,53 1,42 +0,16 1,21+0,75
NF-kB  Total 1,00 £ 0,75 1,72 £ 1,06 2,05 +1,22* 0,95 + 0,80
- Fosforilada 0,65 (0,30 - 1,99) 1,05 (0,41 - 3,45) 0,73 (0,33-1,25) 0,70 (0,52 - 0,88)
Total 1,00 + 0,60 1,07 +0,78 1,30 + 0,65 0,56 + 0,35

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25 e 75 (unidade arbitraria). Sham-
Emp: grupo controle tratado com empagliflozina; EAO: grupo com estenose adrtica; EAO-Emp: grupo com
estenose adrtica tratado com empagliflozina (ANOVA ou Kruskal-Wallis).

EAO Sham Sham EAO
Sham
EAO Emp Sham Emp Emp Emp EAO
Calcioneurina s — Interleucina 6
56 kDa —— T - — 26 kDa
GAPDH ‘ GAPDH
p65 NF-kB - - PERK
65 kd — - | — T W 2244 kDa
GAPDH GAPDH
37 kDe | e G w— e e - 37KD2
Cicloxigenase 2 R — P38 total
— ——
70- 72 kDa - T  33|Da
GAPDH
GAPDH
37 kDa -“ — e e— W 37 kDa

Figura 1. Imagem representativa do Western blot. Sham-Emp: grupo controle tratado
com empagliflozina; EAQO: grupo com estenose aortica; EAO-Emp: grupo com estenose
adrtica tratado com empagliflozina.

Metabolismo energético

A Tabela 13 apresenta os dados da atividade das enzimas do metabolismo
energético. Os dados mostram que os grupos com EAO apresentam diminuicdo da
atividade das enzimas fosfofrutoquinase, creatina quinase, citrato sintase e B-hidroxiacil-
CoA desidrogenase em comparagao aos respectivos controles. As enzimas hexoquinase,
piruvato quinase, lactato desidrogenase e carnitina palmitoil transferase 1 ndo

apresentaram diferenca entre 0S grupos.
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Tabela 13. Atividade das enzimas do metabolismo energético

Enzimas Sham Sham-Emp EAO EAO-Emp
(nmol/mg) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
HK 43,5+7,96 48,7 £ 9,33 43,2 £ 6,67 499+ 447
PFK 61,7 + 6,48 67,8 £ 6,60 51,5 +5,86* 51,4 +5,80%
PK 1112 + 62 1043 + 96 1121 + 100 1115+ 101

LDH 186 + 18 188 £ 25 183 +£19 210 + 23
CK 199 + 10 198 + 17 134 + 20* 123 + 9%
CS 183+ 11 175+ 26 136 £+ 15* 129 + 16%
BHADH 71,2 +9,89 66,6 + 13,1 28,4 + 8,51* 19,6 + 8,69%
CPT1 2,42 +0,43 2,45+0,83 2,93+0,75 2,86 + 0,38

Valores expressos em média e desvio padrdo. Sham-Emp: grupo controle tratado com empagliflozina;
EAO: grupo com estenose adrtica; EAO-Emp: grupo com estenose adrtica tratado com empagliflozina;
HK: hexoquinase; PFK: fosfofrutoquinase; PK: piruvato quinase; LDH: lactato desidrogenase; CK: creatina
quinase; CS: citrato sintase; BHADH: B-hidroxiacil-CoA desidrogenase; CPT1: carnitina palmitoil
transferase 1. *: p<0,05 vs. Sham; #: p<0,05 vs. Sham-Emp (ANOVA).

Analise do transcriptoma no miocéardio

Um total de 1.078 genes expressos diferencialmente foram identificados,
compreendendo 662 genes regulados positivamente (69 genes em EAO vs. Sham; 593
em EAO-Emp vs. EAO) e 416 genes regulados negativamente (28 genes em EAQ vs.
Sham; 388 em EAO-Emp vs. EAO). Os principais genes regulados positivamente foram
Loxl1, Mfap4, Postn, Col8al, Pil6 e Nppa em EAO vs. Sham; e Mxra8, Zfta, Pnisr,
Thocl e Ralbpl na comparacdo EAO-Emp vs. EAO. Os principais genes regulados
negativamente foram Mxra8, Ralbpl e Tubgcp6 em EAO vs. Sham; e Itgb5, Ltbp2,
Tmem109, Plec e Rorc na comparacdo EAO-Emp vs. EAO (Figura 2). Esses genes estdo
envolvidos na apoptose, organizacdo mitocondrial, matriz extracelular colagena e
potencialmente relacionados a insuficiéncia cardiaca induzida por estenose aortica.

Nas Figuras 3 e 4 sdo exibidos os principais termos enriquecidos da biblioteca do
conjunto de genes GO_Biological Process 2023 (Enrinchr). Os 10 principais termos
enriquecidos para o conjunto de genes de entrada s@o exibidos com base em -log10 (valor
p), com o valor p real mostrado ao lado de cada termo. O termo no topo tem a
sobreposi¢do mais significativa com o conjunto de genes de consulta de entrada. Todos
0s processos biologicos apresentados nas figuras apresentam diferencas estatisticas
(Figura 3: EAO vs. sham; Figura 4: EAO-Emp vs. EAO).
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Figura 2: Volcano plot das transcri¢Bes cardiacas. Genes significativamente regulados

negativamente sdo observados em azul e regulados positivamente em vermelho; genes
alterados ndo significativamente estdo em preto.

logFC

GO Biological Process 2023
Negative Regulation Of SMAD Protein Signal Transduction (G0:0060392) 4.81e-04

Fructose 1,6-Bisphosphate Metabolic Process (GO:0030388) 6.4e-04

Fructose 6-Phosphate Metabolic Process (GO:0006002) 8.2e-04

Negative Regulation Of Pathway-Restricted SMAD Protein Phosphorylation (GO:0060394) 1.02e-03

Extracellular Matrix Organization (GO:0030198) 1.67e-03

Extracellular Structure Organization (G0:0043062) 1.96e-03

External Encapsulating Structure Organization (G0:0045229) 2.03e-03

Negative Regulation Of Transmembrane Receptor Protein Serine/Threonine Kinase Signaling Pathway (GO:0090101) 2.09e-03
cGMP-mediated Signaling (G0:0019934) 3.02e-03

Positive Chemotaxis (GO:0050918) 3.02e-03

0 1 2 3
—logio(p-value)

Figura 3: Gréafico de barras dos principais termos enriquecidos da biblioteca do conjunto
de genes GO_Biological_Process_2023. (EAO vs. Sham; -log10 (valor p))
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GO Biological Process 2023
Oxidative Phosphorylation (G0O:0006119) *3.91e-18

Proton Motive Force-Driven ATP Synthesis (GO:0015986) *1.31e-17

Cellular Respiration (GO:0045333) *2.17e-17

Proton Motive Force-Driven Mitochondrial ATP Synthesis (GO:0042776) *8.71e-17
Aerobic Respiration (GO:0009060) *1.52e-15

Mitochondrial ATP Synthesis Coupled Electron Transport (GO:0042775) *1.11e-14
Aerobic Electron Transport Chain (GO:0019646) *5.55e-14

NADH Dehydrogenase Complex Assembly (GO:0010257) *2.83e-10
Mitochondrial Respiratory Chain Complex | Assembly (GO:0032981) *2.83e-10

Mitochondrial Electron Transport, NADH To Ubiquinone (G0O:0006120) *3.04e-09

0 2 a 6 8 10 12 14 16 18
—logio(p-value)

Figura 4: Gréafico de barras dos principais termos enriquecidos da biblioteca do conjunto
de genes GO_Biological _Process_2023 (EAO-Emp vs. EAO; -log10 (valor p))

Cultura de células H9C2
Padronizagdo das concentragdes de peroxido de hidrogénio (H202) e empagliflozina

Inicialmente, as células foram mantidas em cultura para monitorar o tempo de
crescimento e confluéncia. Posteriormente, iniciou-se a padronizacdo da concentracgdo de
H2.0. e empagliflozina. As concentracdes iniciais propostas no projeto, com base na
literatura, revelaram-se tdéxicas para as células, resultando em uma mortalidade

praticamente total (Figuras 5 e 6).

H,0, Empagliflozina Controle

Figura 5: Cultura de células H9C2. A: células HO9C2 tratadas com 0,3 mM H2O; por 6
horas; B: células HIC?2 tratadas com 500 nM de empagliflozina por 16 horas; C: Células
controle.
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Apols a realizacdo de ensaios com diferentes concentracbes de H.O, e
empagliflozina, observou-se que na condigéo de concentracdo de 23 uM H>O> e 300 nM
empagliflozina, a taxa de mortalidade celular foi inferior a 30%. Isso proporcionou uma
quantidade adequada de proteinas para a execucdo da técnica de Western blot. Os
resultados da concentracdo de proteinas estdo detalhados na Tabela 14. Nao houve
diferencgas significativas entre os grupos avaliados apds os ensaios. Apos a quantificagao
de proteinas foi iniciado a técnica de Western blot.
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Grupo 4 - H,0, + Emp

E

w A7 o

Grupo 5-Emp + H,0,

Figura 6: Tratamento das células H9C2. A: grupo 1 — controle, células HOC2 em meio
de cultura; B: grupo 2 - grupo tratado com empagliflozina por 16 horas; C: grupo 3 —
grupo tratado com H>O> por 6 horas; D: grupo 4 - tratado com H20. por 6 horas +
empagliflozina por 16 horas; E: grupo 5 - tratado com empagliflozina por 2 horas + H>O>
por 24 horas.
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Tabela 14: Concentracdo de proteinas das células HOC2

Grupos Concentracgdo de proteinas (pg/pL)
Controle 2,14+ 0,35
Emp 2,16 £0,44
H20, 1,95+ 0,35
H2O0>+Emp 1,96 £ 0,39
Emp+H.0, 1,82 + 0,40

Valores expressos em média e desvio padrdo. Controle: células H9C2 em meio de cultura; Emp: grupo
tratado com empagliflozina por 16 horas; H,O,. grupo tratado com H,O; por 6 horas; H.O>+Emp: grupo
tratado com H,0O; por 6 horas + empagliflozina por 16 horas; Emp+H,0, grupo tratado com empagliflozina
por 2 horas + H,0, por 24 horas.

Na Tabela 15 estdo as proteinas avaliadas por Western blot. Ndo houve diferencas
entre os tratamentos em nenhuma proteina avaliada. As proteinas fosforiladas da via
MAPKSs e NF-kB ndo apresentaram blots que pudessem ser quantificados. Os anticorpos
utilizados ndo foram eficientes para marcar a expressdo dessas proteinas fosforiladas nas

culturas de células H9C2.

Tabela 15: Expressao proteica das células HIC?2 ap6s tratamentos

Controle Emp H.0, H20.+Emp Emp+H>0,
ERK 1,00+0,57 2,71+£197 2,78+129 290+1,06 3,91+202
p38 1,00£0,15 081+020 0,72+0,22 0,66+0,15 0,64+0,39
p65 NF-kB 1,00+058 1,15+0,70 0,63+0,45 0,73+0,61 0,96+0,78
IkB 1,00£0,05 095+055 1,07+0,19 106+046 1,32+0,13
Interleucina-6 1,00+0,67 096+097 0,78+0,44 0,80%0,72 0,57+0,77
NRF-2 1,00£0,68 1,33+0,72 168+0,31 097+028 146+1,14
TNF-alfa 1,00+0,07 1,17+0,27 1,26+0,80 0,76+0,39 0,89+0,68
Superéxido dismutase 1,00+£0,93 1,73+080 1,70+154 103+0,45 0,39+0,29

Valores expressos em média e desvio padrdo. Controle: células H9C2 em meio de cultura; Emp: grupo
tratado com empagliflozina por 16 horas; H2O-. grupo tratado com H»O por 6 horas; H.O.+Emp: grupo
tratado com H»O; por 6 horas + empagliflozina por 16 horas; Emp+H.0; grupo tratado com empagliflozina
por 2 horas + H,0; por 24 horas. Cada grupo contém 3 experimentos.

NRF2 ERK total IL-6
= a» en e e - - - e 28
- — . s ol eves an ———— GAPDH
1 23 45 1 23 45 1 23 45

Figura 7. Imagem representativa do Western blot. 1: controle, células HO9C2 em meio de
cultura; 2: grupo tratado com empagliflozina por 16 horas; 3: grupo tratado com H20>
por 6 horas; 4: tratado com H>O> por 6 horas + empagliflozina por 16 horas; 5: grupo
tratado com empagliflozina por 2 horas + H2O2 por 24 horas.
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DISCUSSAO

No presente estudo foi avaliado a influéncia do tratamento com empagliflozina,
durante 8 semanas, no remodelamento cardiaco de animais com insuficiéncia cardiaca
(IC) induzida por estenose aortica. O tratamento com empagliflozina foi iniciado apos 18
semanas da cirurgia pois, nesse modelo experimental, apds esse periodo os animais
comecam a apresentar sinais de IC (Gomes et al., 2015). Apos a fase de tratamento, o
grupo EAO apresentou mortalidade trés vezes maior que o grupo EAO-Emp. Além disso,
0 grupo tratado apresentou menor frequéncia de sinais de IC, especificamente a ascite e
congestdo hepética, em comparacdo com o grupo EAO. Esses dados demonstram
atenuacdo da IC no grupo tratado.

A avaliacdo do exame de ecocardiografia foi utilizada com a finalidade de analisar
as estruturas e fungdes cardiacas e determinar o comprometimento causado pela IC.
Anteriormente a realizagdo do tratamento com empagliflozina foi realizado
ecocardiograma para garantir a distribuicdo uniforme dos animais entre 0s grupos
estudados, e comprovar comprometimento cardiaco dos animais que foram submetidos a
cirurgia de estenose adrtica. Ao final do periodo experimental, novo exame foi realizado.
Os parametros estruturais do coracdo demonstram que 0S grupos com estenose adrtica
apresentam hipertrofia caracteristica da sobrecarga induzida pela estenose. No entanto, o
grupo EAO-Emp apresentou melhora dos pardmetros estruturais em relacdo ao grupo
EAO, o que mostra efeitos benéficos do tratamento. A avaliacdo da funcéo sistélica e
diastolica mostra comprometimento nos grupos com estenose aodrtica em relacdo aos
grupos saudaveis. O grupo EAO-Emp apresentou melhora da funcdo diastolica e
atenuacdo da disfuncao sistdlica. Esses dados mostram efeito protetor da empagliflozina
na funcéo ventricular avaliada por ecocardiograma. Por outro lado, estudo realizado por
Byrne et al. (2017) observou melhora da funcdo sistélica, mas sem alteragdes no
remodelamento cardiaco e da funcdo diastélica em animais com IC por sobrecarga
pressorica tratados com empagliflozina por 2 semanas. O tratamento por 8 semanas
demonstrou ser eficiente em melhorar as estruturas cardiacas nos animais com IC.

As varidveis anatbmicas obtidas post mortem confirmam os dados
ecocardiograficos de hipertrofia do coragdo dos animais com estenose aortica. Os animais
do grupo EAO-Emp apresentaram melhora apenas na relagédo peso umido e seco do VE.

O estresse oxidativo também tem sido relacionado com a fisiopatologia da IC. O

desequilibrio entre a capacidade antioxidante e a producdo de espécies reativas de
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oxigénio (ERO) contribui para piora do remodelamento cardiaco. Sob condicdes
patoldgicas, as ERO enddgenas se acumulam nas mitocéndrias cardiacas e dificulta a
funcdo mitocondrial. A exposigdo crbnica e prolongada as ERO leva a deterioragdo
adicional do miocardio devido a apoptose, necrose e fibrose (Hao et al., 2015), indicando
que o estresse oxidativo é uma caracteristica da IC. A avaliacdo dos marcadores de
estresse oxidativo em nosso estudo ndo apresentaram diferengas entre os grupos. Era
esperado que 0s grupos com estenose adrtica tivessem aumento desses marcadores, no
entanto, 0 MDA e a carbonilacdo de proteinas no soro ndo diferiram entre os grupos.

O aumento da inflamacdo esta relacionado com o desenvolvimento da IC, e vem
sendo alvo de intervencOes para possivel tratamento da IC (Byrne et al., 2020). As
citocinas pré-inflamatérias como fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) e interleucina-
6 tém sido amplamente implicadas na patogénese da IC (Hanna et al., 2020). Nos
cardiomidcitos, a interleucina-6 exerce efeito inotropico negativo e promove resposta
hipertrofica, mas também pode exercer a¢Bes protetoras, mediadas pela preservacéo da
fungdo mitocondrial (Kinugawa et al., 1994; Smart et al., 2006; Melendez et al., 2010;
Zang et al., 2024). Nossos dados mostram aumento da interleucina-6 no ventriculo
esquerdo dos animais doentes, e o tratamento com empagliflozina ndo foi capaz de alterar
essa citocina.

O papel da cicloxigenase-2 (COX-2) como fator de protecdo cardiaco parece ser
controverso. Em estudo com ratos deficientes de COX-2, os autores observaram o
desenvolvimento espontaneo da IC, e isso foi relacionado a desregulacdo do metabolismo
energético (Wan et al., 2020). Da mesma forma, Guo et al. (2019) demonstraram que a
superexpressdo cardiaca especifica de COX-2 exerce efeito cardioprotetor potente na
lesdo de isquemia-reperfusdo do miocardio em camundongos, € que a Superexpressao
cronica de COX-2 ndo estd associada a nenhum efeito deletério. Por outro lado, em
cardiomidcitos localizados na éarea do infarto do miocéardio, a expressdo da COX-2 foi
associada ao aumento de apoptose (Abbate et al., 2004). Em nosso estudo néo
encontramos diferencga na expressdo da COX-2.

A ativacdo excessiva no coragdo de calcineurina, proteina que faz parte da
sinalizacdo do célcio, contribui para o remodelamento hipertréfico patologico e
progressao para IC (Parra et al., 2017). Em nossos dados, a expressao de calcineurina ndo
esta alterada, e com isso demonstra ndo estar envolvida no remodelamento miocardico
observado nos animais doentes, e o tratamento com empagliflozina também néo alterou

sua expressao.
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O processo de remodelamento cardiaco decorrente da sobrecarga de pressao, a
longo prazo, traz prejuizos funcionais ao coracdo. Esse processo é complexo e envolve
diferentes mecanismos e vias de sinalizacéo. A via do NF-kB esta envolvida na regulagéo
de genes da cascata inflamatdria e possui uma proteina de transcricdo com regides de
ligacdo ao DNA (Mayo et al., 1997). O NF-kB é um heterodimero constituido de duas
subunidades: p65 e p50. Quando ndo estimulado, o NF-kB encontra-se no citoplasma
ligado a uma proteina inibitoria, o IkB. Esse complexo impede a translocagdo do NF-kB
para o nucleo. A fosforilacdo do 1kB libera o NF-kB de forma que ele possa atuar sobre
um gene alvo no ndcleo enquanto o 1kB € degradado (Bloom et al., 2019). Em nosso
estudo, observamos maior expressdo da p65 no grupo com EAO em relagdo ao grupo
controle. A p65 € a subunidade que possui acdo no gene alvo no nucleo celular e com isso
pode controlar a producéo de genes inflamatérios como a interleucina-6.

O estresse mecanico no miocardio, causado pela sobrecarga de pressdo, pode
induzir o aumento das ERO nos cardiomidcitos, ativando vias de sinaliza¢cdo, como a da
familia das MAPK, envolvidas no processo de remodelamento cardiaco. Dentre as
MAPK, a quinase regulada por sinal extracelular (ERK), a quinase c-jun NH2 -terminal
(JUNK) e a quinase p38 sdo mediadores da sinalizacdo hipertrofica das células
miocardicas e induzem a transcricdo de genes associados a hipertrofia (Garcia et al.,
2008). Era esperado que a expressdo dessas proteinas estivesse aumentada nos grupos
com EAO em relacdo aos grupos controles, entretanto, ndo foi observada diferenca
provavelmente devido a técnica utilizada nesse estudo.

Os dados do metabolismo mostram que a atividade das enzimas fosfofrutoquinase,
creatina quinase, citrato sintase e B-hidroxiacil-CoA desidrogenase esta diminuida nos
grupos doentes. A diminuicdo da atividade da p-hidroxiacil-CoA desidrogenase
demonstra piora da oxidacédo dos lipideos que pode afetar a producao de acetil CoA para
o ciclo do acido citrico. A citrato sintase catalisa a primeira reacdo do ciclo do éacido
citrico formando citrato em acetil CoA e oxalacetato. Com a diminuicéo da citrato sintase
essa reagdo e afetada prejudicando a producdo de ATP por essa via. A via da glicolise
também parece estar prejudicada nos animais doentes, devido a reducdo da enzima
fosfofrutoquinase. O tratamento com empagliflozina demonstrou néo alterar a atividade
das enzimas avaliadas em nosso estudo.

A andlise do transcriptoma mostra regulacdo positiva dos genes LoxI1, Mfap4,
Postn e ColBal. Esses genes estdo envolvidos nas ligagdes cruzadas de colageno,

formacdo de fibras elasticas e fibrilinas, cicatrizacdo, regeneragdo de tecido, e
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relacionados com a composicdo da matriz extracelular como demonstrado pelos
processos biologicos na comparacdo do grupo EAO vs. Sham (Conway et al., 2008;
Rodrigues & Martinez-Gonzalez, 2019; Pelicki et al., 2021; Alzhrani et al., 2024). Dentre
0s processos biologicos essenciais que foram influenciados pelos genes expressos
diferencialmente, destacam-se a regulacdo da proteina SMAD, associada a via do fator
de crescimento transformador beta (TGF-B) e a fibrose, o metabolismo da glicolise e a
organizagao da matriz extracelular (Alva et al., 2016; Saadat et al., 2020). Alteracdo na
via da glicélise também foi observada na analise do metabolismo energético com a
alteracdo da enzima fosfofrutoquinase. A modificacdo na regulacdo desses genes, no
grupo EAO, pode ser devido a sobrecarga de pressdo causada pela estenose aortica. A
intensificacdo dos processos bioldgicos ligados a matriz extracelular pode contribuir para
fibrose excessiva no miocéardio, acarretando uma série de consequéncias adversas (Berk
et al., 2007).

Os principais genes regulados negativamente, Ltbp2, Tmem109, Plec e Rorc, na
comparagao entre o grupo EAO-Emp e 0 EAO, estéo relacionados com a via do TGF-§,
autofagia, clivagem apoptotica e producéo de citocinas (Beil et al., 2002; Hueber et al.,
2010; Bai et al., 2012; Chen et al., 2023). Estudos em cora¢6es humanos e de animais
com IC demonstraram que 0 mRNA do Ltbp2 estava aumentado, sugerindo ser um
potencial biomarcador de IC (Bilchick et al., 2006; Grabrielsen et al., 2007; Wei et al.,
2008). A regulacdo negativa desses genes pode ser decorrente do efeito protetor da
empagliflozina. Quanto aos genes regulados positivamente, Thocl, Pnisr e Zfta, sdo
genes relacionados a splicing e ligacdo de RNA e regulagédo de DNA (Wang et al., 2009;
Jin, 2022). O gene Ralbpl, diferencialmente expresso, desempenha varias fungdes
celulares importantes, incluindo resposta ao estresse oxidativo e regulacdo da apoptose,
sendo fundamental na homeostase celular (Awasthi et al., 2021). Outro gene
diferencialmente expresso, Mxra8, codifica a proteina denominada matrix-remodeling-
associated 8, que tem papel na remodelacdo da matriz extracelular e na interacdo entre
células e a matriz circundante (Simpson et al., 2023). Os principais processos biologicos
que sofreram interferéncia dos genes diferencialmente expressos estdo relacionados a
atividade mitocondrial, producdo de energia e respiragcdo celular. A empagliflozina
demonstra regular gene importante para a homeostase dos cardiomidcitos, no entanto,
ativa genes relacionados a remodelacdo da matriz extracelular que podem piorar a fibrose
cardiaca.

No presente estudo, foram cultivadas células H9C2 e expostas a H.0>
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extracelular, pois a lesdo oxidativa causada pela H2O. € um modelo dtil para fornecer
informagdes sobre os efeitos do estresse oxidativo na fungdo celular in vitro (Diestel et
al., 2011). Apos tratamento com H20O>, ocorre formacédo de radicais livres que, por sua
vez, danificam as biomembranas e os filamentos dos cardiomiocitos, resultando em
apoptose (Li et al., 2018). Em nosso estudo com células H9C2, apos exposicdo ao H20-
e tratamento com empagliflozina, ndo observamos diferencas nos marcadores de
hipertrofia patoldgica, inflamacéo e estresse oxidativo. Diferentemente, Abdulrahman et
al. (2022) observaram que a empagliflozina reduziu a hipertrofia de cardiomioblastos de
H9C2 induzida por angiotensina, demonstrando inibicdo da expressdao do trocador
Na'/H* (NHE). No entanto, a avaliagdo da via relacionada a hipertrofia desse estudo foi
diferente da investigada em nosso estudo. Da mesma forma, em células endoteliais
humanas, a empagliflozina reduziu a atividade do trocador NHE e a concentracdo
citoplasmatica de sddio, o que resultou na diminuicao do estresse oxidativo causado pela
inflamacéo (Uthman et al., 2022). O estudo sugere que a acdo da empagliflozina nessa
via pode oferecer prote¢do a doengas como a insuficiéncia cardiaca.

Em resumo, nossos dados demonstram que a empagliflozina, no modelo animal
de estenose aortica, reduziu a ascite, congestao hepéatica, DDVE, DSVE, AE, DDVE/PC,
MVE, IMVE, ¢ aumentou o TRIV, A’ média ¢ A’ septal. Foi observada modulagéo de
genes que atuam na remodelacdo da matriz extracelular, apoptose, via do TGF-f,
autofagia e producéo de citocinas. In vitro, o tratamento com a empagliflozina em células
H9C2 exposta ao H202 ndo influenciou a concentragdo de proteinas e ndo interferiu nas

vias avaliadas.

CONCLUSAO

A empagliflozina melhora o remodelamento cardiaco, a fungéo diastolica e reduz
a frequéncia dos sinais de insuficiéncia cardiaca e modula genes e processos biologicos
miocéardicos envolvidos na apoptose, fibrose e produgdo de citocina em ratos com

estenose aortica.
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ANALISES COMPLEMENTARES

Metaboldmica do soro

Material e métodos

Extracdo de metabdlitos: para a extracdo dos metabolitos, foram adicionados 100 pL de

amostra (soro) com 1000 pL de grau espectroscépico de metanol em 2 mL de Eppendorf
e esta mistura serd incubada por 4 h em ultra-congelador (-80° C). Em seguida, sera
centrifugado por 15 min a 13.000 g e o sobrenadante transferido para Eppendorf de 2 mL,
gue sera concentrado em concentrador a vacuo por 30 min e liofilizado. O material sera
armazenado em ultracongelador (-80° C) até 0 momento da andlise. Para as analises de
espectrometria de massa, as amostras foram ressuspensas em 500 pL de metanol de grau
espectroscopico e filtradas em filtro de 0,22 pm.

Analise IES/MS por_infusdo_direta: as analises IES/EM por infusdo direta foram
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realizadas em cromatografo liquido (Agilent modelo Infinity 1260) para injecdo de
amostra juntamente com espectrometro de massa de alta resolucdo (Agilent® modelo
6520 B Q-TOF) com fonte de ionizagdo por eletropulverizacdo (IES). Os parametros
cromatograficos sio: fluxo constante de fase movel de 0,2 mL.min"* com composicio
90% metanol e 10% agua acidificada com acido férmico (0,1%); o volume de injecao da
amostra serd de 10 pL. Os parametros de ionizagdo foram: pressdo do nebulizador de 20
psi, gas de secagem a 8 L.min%, temperatura de 220° C e energia de 4,5 KVa aplicada ao
capilar.

Analise_gquimiomeétrica: as amostras de massa adquiridas por infusdo direta foram

extraidas para o formato TXT e submetidas ao programa MATLAB (MATrix
LABoratory), no qual foram analisados os componentes principais (PCA) e PLS-DA
(analise discriminante de minimos quadrados com calibracdo multivariada).

HPLC/MS: as analises de cromatografia liquida de alta eficiéncia acopladas a
espectrdmetro de massa (HPLC/MS) foram realizadas em cromatografo liquido (Agilent
modelo Infinity 1260) acoplado a espectrometro de massa de alta resolucédo tipo Q-TOF
(Agilent® 6520 B) com fonte de ionizacdo por eletropulverizacdo (IES). Parametros
cromatograficos: coluna Agilent modelo Zorbax C18, 2,1 mm de diametro interno, 10 cm
de comprimento e particulas de 2,7 um; fase mével: agua acidificada com acido formico
(0,1%, A) e metanol (B), com o seguinte gradiente: 2% B (0 min), 98% B (0 - 20 min);
100% B (20-23 min). Parametros de ionizacdo: pressdo do nebulizador de 20 psi, gas de
secagem a 8 L.mint, temperatura de 220° C e energia capilar de 4,5 KVa. A identificacdo
dos constituintes serd realizada levando-se em consideracdo a massa de alta resolucdo
(considerando o erro com a massa exata menor que 10 ppm) e 0s espectros de
massa/massa (EM/EM) encontrados na literatura. Essas analises nos permitirdo

identificar metabolitos supra-regulados, sub-regulados e exclusivos em amostras de soro.

Resultados

Os dados dos metabdlitos encontrados na analise da metabolémica do soro entre
0s grupos EAO e EAO-Emp e EAO vs. Sham estdo apresentados nas Figura 2, 3 e 4.
Apbs a analise de frequéncia e estatistica foram identificados 11 metabdlitos
diferencialmente expressos, sendo 5 metabolitos EAO vs. EAO-Emp e 6 metabdlitos
EAO vs. Sham. Os metabolicos 2-hexacosanamido ethanesulfonic acid, 2-amino-2-
methyl-1-propanol, Na-acetyl-L-glutamine e phenylalanyl-glycine foram negativamente

expressos no grupo EAO vs. EAO-Emp e o metabolito 3,9-dimethyldodecan-6-ol foi
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positivamente expresso no grupo EAO vs. EAO-Emp. Os metabolitos OTK, 1-linoleoyl
glycerol e 1-(Oalpha-D-mannopyramosyll)-29-keto-(1,3R, 31R)-dotriacontanetriol
foram negativamente expressos no grupo EAO vs. Sham. Os metabdlitos positivamente
expressos foram 19-hydroxy-nonadecanoic acid, 3,9-dimethyldodecan-6-ol e 8E-
tetradecenyl acetate no grupo EAO vs. Sham. A maioria desses metabdlitos
diferencialmente expressos participa de processos bioldgicos de lipideos, metabolismo de

acidos graxos e estrutura de membranas celulares.

2 — Hexocosanamido ethanesulfonic acid

2-Amino-2-meyhyl-1-propanol

Na-Acetyl-L-glutamine

Phenylalanyl-Glicine

3,9-Dimethyldodecan-6-ol

EAO-EmP 5 r‘mge1 5 20 EAO

Figura 1: Heatmap das alteracdes quantitativas dos metabolitos expressos
diferencialmente entre os animais com estenose adrtica (EAO) e 0s animais com estenose
adrtica tratado com empagliflozina (EAO-Emp). Teste T ndo pareado (p<0,05) e fold
change maior ou igual a 2 (n=5).
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Figura 2:
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Heatmap das alteracbes quantitativas dos metabdlitos expressos
diferencialmente entre os animais com estenose aodrtica (EAQ) e os animais controles
(Sham). Teste T nédo pareado (p<0,05) e fold change maior ou igual a 2 (n=5).
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Figura 3: Volcano plots. Numero de metabdlitos expressos diferencialmente — os mais
abundantes mostrados em vermelho e 0s menos abundantes em verde
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Dificuldades encontradas durante a execucdo do projeto

Westen blot

No tecido cardiaco, enfrentamos dificuldades na realizacdo de Western blot para
proteinas com massa molecular acima de 100 kDa. Proteinas de maior tamanho
apresentam maior dificuldade de transferéncia. Para a proteina iNOS, realizamos dois
tipos de transferéncia, Umida e semi-seca, utilizando dois tipos diferentes de
equipamentos, mas ndo conseguimos detectar a proteina de forma que permitisse a sua
quantificacdo. Quando o processo de transferéncia era prolongado, a proteina de
normalizacdo, GAPDH, ndo permanecia na membrana. Assim, ndo foi possivel
quantificar a proteina iNOS.

Na cultura de células, enfrentamos dificuldades na padronizagdo da quantidade de
proteina para a execucao da técnica. Ap6s padronizarmos com 27 pug de proteina por
amostra, encontramos grande dificuldade em detectar as proteinas fosforiladas.
Acreditamos que os anticorpos utilizados ndo foram eficientes para marcar essas
proteinas nos experimentos com células HOC2. Apds a marcagdo com anticorpos, as
imagens apresentavam sinais de amostras degradadas (Figura 1), embora a proteina de
normalizacdo, GAPDH, aparecesse normalmente (Figura 2). A quantificacdo da
expressao das proteinas JNK total, glutationa peroxidase e catalase também ndo foi
possivel, uma vez que os blots apresentaram qualidade insatisfatoria, comprometendo a
fidedignidade dos resultados (Figura 3). Diversas tentativas foram realizadas para
melhorar a qualidade dos blots dessas proteinas. Acreditamos que o problema possa estar
nos anticorpos utilizados.

Figura 1: pJNIZ

Figura 2: GAPDH

Figura 3: Glutationa peroxidase
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Imunofluorescéncia

Tivemos muitas dificuldades na preparacéo das laminas com cortes do ventriculo
esquerdo para fazer a imunofluorescéncia, pois o tecido frequentemente se rompia. Ap6s
a marcacdo com o anticorpo NRF2, as imagens apresentaram um elevado nivel de
background, tornando dificil distinguir as marcagdes. Dessa forma, ndo foi possivel
quantificar os resultados devido a baixa qualidade das imagens. Alguns outros anticorpos
foram testados, como o NLRP3, mas também ndo apresentaram boa qualidade.

Figura 4: DAPI e NRF2
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